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RESUMEN
Objetivo: &RPSUREDUODSUROLIHUDFLyQGHFpOXODVPDGUHVPHVHQTXLPDOHV06&VSURYHQLHQWHVGHWHMLGRFRQMXQWLYRJLQJLYDOKXPDQRVREUHXQDPDWUL]
GHTXLWRVDQRMétodo:(VWXGLRH[SHULPHQWDO in vitro en el cual se aislaron MSCs a partir de cultivos por explante de tejido conjuntivo gingival. La 
SUHVHQFLDGH06&VVHFDUDFWHUL]yPHGLDQWHFLWRPHWUtDGHÀXMRXWLOL]DQGRSDUDHOORDQWLFXHUSRV&'&'&'&'&'GLIHUHQFLDFLyQ
KDFLDWUHVOLQDMHVFHOXODUHVDGLSRFLWRVRVWHREODVWRV\FRQGUREODVWRV/DGLIHUHQFLDFLyQIXHFRUURERUDGDPHGLDQWHPLFURVFRStDySWLFDFRQWLQFLRQHV2LO
5HG$OL]DULQ5HG\6DIUDQLQD2UHVSHFWLYDPHQWH/DPDWUL]GHTXLWRVDQRIXHDQDOL]DGDPHGLDQWHPLFURVFRStDySWLFD/DV06&VHQSDVDMHIXHURQ
VHPEUDGDVHQSUHVHQFLDGHODPDWUL]GHTXLWRVDQR/DSUROLIHUDFLyQGHODVFpOXODVPDGUHVIXHDQDOL]DGDPHGLDQWHPLFURVFRStDySWLFD\WLQFLyQFRQ
cristal violeta. Resultados: $SDUWLUGHOH[SODQWHGHWHMLGRJLQJLYDOKXPDQRVHREWXYLHURQ06&VTXHFXPSOLHURQFRQORVFULWHULRVGHFDUDFWHUL]DFLyQ
PRUIROyJLFD\IHQRWtSLFDFRUUHVSRQGLHQWHDXQD06&/DV06&DGRSWDURQXQDPRUIRORJtD¿EUREODVWRLGHDGKHUHQFLDDOSOiVWLFRFRQÀXHQFLDGHXQ
\VREUHXQH[SUHVDURQORVPDUFDGRUHV&'&'\&'\EDMRXQIXHURQQHJDWLYDVSDUD&'\&'SRUWpFQLFDGHFLWRPHWULD
GHÀXMR/DV06&FXOWLYDGDVHQSUHVHQFLDGHTXLWRVDQRSUROLIHUDQVLQHPEDUJRREVHUYDPRVTXHDPD\RUFRQFHQWUDFLyQGHTXLWRVDQRHQHOFXOWLYR
GLVPLQX\HODSUROLIHUDFLyQ\GHQVLGDGFHOXODU/DPDWUL]GHTXLWRVDQRHQSUHVHQFLDGHOPHGLRGHFXOWLYRSLHUGHVXVSURSLHGDGHVItVLFDVGLVROYLpQGRVH\
formando un gel no transportable. Conclusiones: A pesar de existir proliferación celular de MSCs de origen gingival humano en presencia de la matriz 
GHTXLWRVDQRVXXWLOLGDGFRPRDQGDPLDMH\PHGLRGHWUDQVSRUWHGH06&HVGH¿FLHQWHGHELGRDTXHVHDOWHUDQVXVSURSLHGDGHVItVLFDVGLVROYLpQGRVH
y formando un gel no transportable en contacto con el medio de cultivo.
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ABSTRACT
Aim: The purpose of this study was to assess the proliferation of mesenchymal stem cells (MSCs) from human gingival tissue on chitosan matrix. 
Methods:([SHULPHQWDOVWXG\in vitro. Gingival connective tissue samples were obtained from healthy volunteers from the maxillary tuberosity. The 
H[SODQWVZHUHPLQFHGDQGFXOWXUHGRQWLVVXHFXOWXUHGLVKHV06&ZHUHFKDUDFWHUL]HGE\ÀRZF\WRPHWU\XVLQJPDUNHUVIRU&'&'&'&'
CD105 and for differentiation into, adipogenic, osteogenic and chondrogenic lineages. The tissue differentiated was analyzed with light microscopy 
and evaluated by culture staining using Oil Red, Alizarin Red y Safranina O respectively. MSC from passage 5 were cultured with chitosan scaffold. 
Proliferation of MSC was analyzed with light microscopy and crystal violet staining. Results: MSCs were obtained from gingival explants, and developed 
WKHVWDQGDUGRIWKHPRUSKRORJLFDQGSKHQRW\SLFFKDUDFWHUL]DWLRQDVDVWHPFHOO7KH06&DGRSWHGD¿EUREODVWRLGPRUSKRORJ\DGKHUHQFHWRSODVWLF
FRQÀXHQFHRIDQGRYHUZHUHFRQVLVWHQWO\SRVLWLYHIRU&'&'&'PDUNHUVDQGXQGHUZHUHQHJDWLYHIRUKHPDWRSRLHWLFPDUNHUV
&'DQG&'E\ÀRZF\WRPHWU\DQDO\VLV7KH06&FXOWXUHGLQSUHVHQFHRIFKLWRVDQPDWUL[SUROLIHUDWHGKRZHYHUFRPSOHWHPHGLXPLWZDVGLVVROYHG
forming a gel structure. We also observed that at higher concentrations of chitosan, MSC has less density and growth. Chitosan matrix in presence of 
cell culture medium loses physical properties, dissolving and forming a non-transportable gel. Conclusions: Despite the existence of proliferation of 
06&VIURPKXPDQJLQJLYDOWLVVXHZLWKFKLWRVDQPDWUL[LWVDELOLW\WRDFWDVDFHOOFDUULHUDQGVFDIIROGLVGH¿FLHQWVLQFHLWVSK\VLFDOSURSHUWLHVDUHDOWHUHG
dissolving and forming a non-transportable gel in contact with cell culture medium.
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INTRODUCCIÓN
 /D HQIHUPHGDG SHULRGRQWDO HV XQD HQIHUPHGDG LQÀDPDWRULD
PXOWLIDFWRULDOTXHDIHFWDORVWHMLGRVGHSURWHFFLyQ\VRSRUWHGHOGLHQWH(1). 
/DSHULRGRQWLWLV VHFDUDFWHUL]DSRU ODSpUGLGD LUUHYHUVLEOHGHO WHMLGRGH
LQVHUFLyQ\yVHRTXHGDQVRSRUWHDODVSLH]DVGHQWDULDV\SXHGHQFDXVDU
VXSpUGLGD ODFXDOPXFKDVYHFHV JHQHUDXQGHIHFWRyVHRUHPDQHQWH
TXH LPSLGH OD UHKDELOLWDFLyQ PHGLDQWH OD LQVWDODFLyQ GH LPSODQWHV GH
WLWDQLR RVHRLQWHJUDGRV (V DVt FRPR OD UHFXSHUDFLyQ GHO  WHMLGR yVHR
SHUGLGRUHSUHVHQWDXQJUDQGHVDItRSDUDODSURIHVLyQRGRQWROyJLFD(QOD
actualidad, la mayoría de los tratamientos se basan en el uso de injertos 
ELRFRPSDWLEOHV(OWUDVSODQWHGHKXHVRDXWyORJRHVHOLQMHUWRGHHOHFFLyQ
\VHFRQVLGHUDHO³JROGVWDQGDUG´GHELGRDVXH[FHOHQWHWDVDGHp[LWR\D
TXHSUHVHQWDQODKDELOLGDGGHHVWLPXODUODQXHYDIRUPDFLyQyVHDPHGLDQWH
HOUHFOXWDPLHQWRGHFpOXODVPDGUHVPHVHQTXLPDOHV06&VGHOKXpVSHG
presentes en el periostio(2), teniendo así gran histocompatibilidad y bajo 
riesgo de transmisión de enfermedades. Sin embargo presenta limitada 
biodisponibilidad y su utilización aumenta la morbilidad del sitio donante(3). 
(VSRUHVWRTXHVHKDUHFXUULGRDOXVRGHLQMHUWRVDORJpQLFRVORVFXDOHV
derivan de otro individuo de la misma especie, permitiendo reconstruir 
JUDQGHVGHIHFWRV(OSUREOHPDTXHSUHVHQWDHOXVRGHHVWRVWUDVSODQWHV
HVTXHH[LVWHODSRVLELO LGDGGHWUDQVPLVLyQGHHQIHUPHGDGHV
&LUXMDQR'HQWLVWD)DFXOWDGGH2GRQWRORJtD8QLYHUVLGDGGHORV$QGHV&KLOH
%LRTXtPLFD0DJtVWHUHQ0LFURELRORJtD&HQWURGH,QYHVWLJDFLyQGH%LRORJtD\5HJHQHUDFLyQ2UDO&,%52)DFXOWDGGH2GRQWRORJtD8QLYHUVLGDGGH
los Andes. Chile.
%LRTXtPLFR'RFWRUHQ,QPXQRORJtD,QYHVWLJDGRU\'RFHQWH/DERUDWRULR,QPXQRORJtD)DFXOWDGGH0HGLFLQD8QLYHUVLGDGGHORV$QGHV&KLOH
&LUXMDQR'HQWLVWD(VSHFLDOLVWDHQ3HULRGRQFLDÈUHDGH3HULRGRQFLD'RFHQWH)DFXOWDGGH2GRQWRORJtD8QLYHUVLGDGGHORV$QGHV&KLOH
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la separación celular en el microscopio óptico, se agregó 1ml de medio 
GH FXOWLYR FRPSOHWR \ ODV FpOXODV IXHURQ FROHFWDGDV HQ XQ WXER GH 
ml para luego ser centrifugadas durante 7 minutos a 1700 rpm. Una 
vez centrifugadas, se procedió a realizar el conteo y viabilidad celular 
HQ FiPDUD GH1HXEDXHU 8QD YH] FRQWDGDV ODV FpOXODV VH FXOWLYDURQ
HQXQ IUDVFRGHFXOWLYRGHPD\RUVXSHU¿FLH PP2) para permitir su 
proliferación, con medio de cultivo completo a una densidad de 10.000 
cel/cm2 (Pasaje 0). Se repitió el procedimiento de tripsinización y cultivo 
KDVWDOOHJDUDOSDVDMH&RQHO¿QGHFRUURERUDUODSUHVHQFLDGHFpOXODV
PDGUHVPHVHQTXLPDOHVHQHOFXOWLYRHVWDVIXHURQHYDOXDGDVGHDFXHUGR
DORVFULWHULRVLQWHUQDFLRQDOHVHVWDEOHFLGRVSRU³7KH,QWHUQDWLRQDO6RFLHW\
IRU &HOOXODU 7KHUDS\ 3RVLWLRQ 6WDWHPHQW´ ORV FXDOHV VRQ D SUHVHQFLD
GHPRUIRORJtD¿EUREODVWRLGHEDGKHUHQFLDDOSOiVWLFRFGLIHUHQFLDFLyQ
KDFLDWHMLGRRVWHRJpQLFRFRQGURJpQLFR\DGLSRJpQLFR\GSUHVHQFLDGH
los marcadores CD73, CD90 y CD105 y ausencia para CD34 y CD45(23).
&DUDFWHUL]DFLyQ,QPXQRIHQRWtSLFD
 La caracterización de las MSCs derivadas de tejido gingival 
HQ SDVDMH  IXH UHDOL]DGD PHGLDQWH FLWRPHWUtD GH ÀXMR XWLOL]DQGR HO
VLJXLHQWHSDQHOGHDQWLFXHUSRVFRQMXJDGRVFRQÀXRUHVFHLQLVRWKLRF\DQDWH
),7& SK\FRHU\WULQ3( R SHULGLQLQ FKORURSK\OOSURWHLQ3HU&3 DQWL
CD34 (BeckmannCoulter),anti-CD45 (Beckmann Coulter), anti-CD73 
(BDPharmingen), anti-CD90 (BDPharmingen) y anti-CD105 (Caltag)(23). La 
DGTXLVLFLyQ\DQiOLVLVGHODVPXHVWUDVIXHUHDOL]DGDXWLOL]DQGRXQFLWyPHWUR
GHÀXMRPDUFD&RXOWHU(SLFV;/&RXOWHU&RUSRUDWLRQ)ORULGD86$
Ensayos de Diferenciación
 /DV FpOXODV JLQJLYDOHV PHVHQTXLPDOHV HQ SDVDMH  \ FRQ
XQD FRQÀXHQFLD GHO  IXHURQ VHPEUDGDV HQ  SODFDV GLIHUHQWHV
PRGL¿FDQGR ORV PHGLRV GH FXOWLYR FRQ UHDFWLYRV TXH HVWLPXODUDQ OD
GLIHUHQFLDFLyQDGLSRJpQLFDRVWHRJpQLFD\FRQGURJpQLFDGH ODVFpOXODV
PHVHQTXLPDOHV'XUDQWH ODGLIHUHQFLDFLyQVH UHDOL]yFDPELRGHPHGLR
fresco de diferenciación cada 4 días. La duración del proceso varió 
según el medio de diferenciación utilizado.
D 'LIHUHQFLDFLyQ 2VWHRJpQLFD 6H VHPEUDURQ FpOXODV HQ SDVDMH  HQ
una densidad de 35.000cel/cm2 en placas de 4. Se incubó en la estufa 
a 37ºC con 5% CO2 toda la noche. Al día siguiente, se observaron ODV FpOXODV DOPLFURVFRSLR ySWLFR$O DOFDQ]DU HO GH FRQÀXHQFLD
(aproximadamente el segundo día) se agregó 500 μl de medio de 
diferenciación con ( 0(06)%3HQLFLOLQD\(VWUHSWRPLFLQDDO
dexametasona (0.1 μM), B-Glicerofosfato (10 Mm), ascorbato-2 fosfato 
JPO(VWH~OWLPRVHDJUHJyGtDSRUPHGLRGXUDQWHWRGRHOSURFHVR
de diferenciación. Se mantuvieron incubadas en estufa a 37ºC con 5% de 
CO2 durante todo el proceso, y se realizó cambio de medio cada 4 días. 
Cuando se observaron cúmulos de minerales y cristales birrefringentes 
al microscopio (al cabo de 4 semanas), se realizó la tinción Alizarin Red. 
Para ello, se preparó una solución de Alizarin Red 40 mM en NaH2PO4 
0S+/DVFpOXODVHQODVSODFDVIXHURQODYDGDVYHFHVFRQ
mL/cm2GH3%6\¿MDGDVFRQP/FP2 de etanol 70% (v/v) por 30 
PLQXWRV D WHPSHUDWXUD DPELHQWH /XHJR ODV FpOXODV IXHURQ ODYDGDV 
veces con PBS, agregándoseles 0.25 mL/cm2 de Alizarin Red 40 mM 
TXHVH LQFXEySRUPLQXWRVD WHPSHUDWXUDDPELHQWH/DVFpOXODVHQ
ODVSODFDVIXHURQQXHYDPHQWHODYDGDVYHFHVFRQ3%6\¿QDOPHQWHVH
lavaron 5 veces con agua bidestilada. Se  observó al microscopio óptico, 
y se tomaron fotografías de registro.
E'LIHUHQFLDFLyQ&RQGURJpQLFD6HVHPEUDURQFpOXODVHQXQDGHQVLGDG
GHFHOOHQIRUPDGHPLFURJRWDSRUSRFLOORHQSODFDVGH(VWR
VH OOHYyDFDERPHGLDQWHPLFURPDVDVTXHVH LQFXEDURQSRUXQDKRUD
\PHGLDSDUD OXHJRDJUHJDUOHVHOPHGLRGHGLIHUHQFLDFLyQTXH LQFOXtD
( 0(0 6)% 3HQLFLOLQD \ (VWUHSWRPLFLQD DO  'H[DPHWDVRQD
(0.1 μM), Insulina (5 μg/ml), TGF- 1 (10 ng/ml), ascorbato-2-fosfato (50 
JPO(VWRVGRV~OWLPRVVHDJUHJDURQGtDSRUPHGLRGXUDQWH WRGRHO
proceso de diferenciación. Se realizaron dos pruebas de diferenciación 
con sus respectivos controles negativos, los cuales sólo contenían 30.000 
cel/10μl más 500 μl de medio completo ( 0(06)%3HQLFLOLQD\
(VWUHSWRPLFLQDDOHOTXHVHFDPELyFDGDGtDV6HPDQWXYLHURQ
incubadas en estufa a 37ºC  con 5% de CO2 durante todo el proceso, y se UHDOL]yFDPELRGHPHGLRFDGDGtDV3DVDGRVHPDQDVVHYHUL¿FyTXH
se hayan formado micromasas, para proceder a la tinción y comprobar 
ODGLIHUHQFLDFLyQKDFLDFRQGURFLWR&XDQGRVHREWXYRPLFURPDVDVTXH
PRVWUDUDQF~PXORFHOXODUHVWDV IXHURQ WHxLGDVPHGLDQWH6DIUDQLQD2
rechazo por el sistema inmune del individuo receptor y frecuentemente 
presentan un escaso o nulo potencial regenerativo(4,5,6). Debido a las 
FRPSOLFDFLRQHVTXHSUHVHQWDQ\DOp[LWROLPLWDGRGHHVWRVSURFHGLPLHQWRV
H[LVWH OD QHFHVLGDG GH EXVFDU QXHYDV DOWHUQDWLYDV WHUDSpXWLFDV FRQ
HO ¿Q GH REWHQHU UHVXOWDGRV UHJHQHUDWLYRV H¿FLHQWHV D WUDYpV GHO XVR
de mediadores biológicos e ingeniería tisular(5). La ingeniería tisular 
UHSUHVHQWD XQD QXHYD OtQHD GH LQYHVWLJDFLyQ HPHUJHQWH TXH DVLVWH \
DFHOHUDHOSURFHVRGHUHJHQHUDFLyQ\UHSDUDFLyQGHORVWHMLGRVGDxDGRV
HQEDVHDODSRWHQFLDLQQDWDTXHSRVHHFDGDLQGLYLGXRHQVXUHSDUDFLyQ(7). 
(O VXVWHQWR ELROyJLFR HV OD XWLOL]DFLyQ GH FpOXODVPDGUHV IUHVFDV FRQ
VX SRVWHULRU H[SDQVLyQ GLIHUHQFLDFLyQ \PRGL¿FDFLyQ JHQpWLFD SDUD OD
expresión de factores de crecimiento claves(8)(QUHODFLyQD ORDQWHULRU
GLYHUVRVHVWXGLRVKDQGHPRVWUDGRTXHFpOXODVPDGUHVPHVHQTXLPDOHV
pueden ser obtenidas a partir de diferentes tejidos humanos(9)WDOHVFRPR
PpGXOD yVHD(10,11), tejido adiposo(12), cordón umbilical(13,14), placenta(15,16) 
y piel(17) e incluso a partir de tejido conectivo gingival, como lo ha 
demostrado nuestro grupo de investigación(18)(VWDVFpOXODVSUHVHQWDUtDQ
un gran potencial de proliferación(8)ORTXHSHUPLWLUtDXQDUHSDUDFLyQGH
alta calidad, regenerando las estructuras perdidas en cuanto a función y 
DUTXLWHFWXUDGHYROYLHQGRad integrumWRGRVORVWHMLGRVGDxDGRVFRPRHO
hueso alveolar, tejido conectivo de inserción y distintos tipos de mucosa 
oral(4). Con el objetivo de regenerar los tejidos periodontales, se están 
investigando distintos biomateriales en los cuales puedan proliferar las 
FpOXODVPDGUHVYLDEOHV\VHUWUDQVSRUWDGDVKDFLDXQVLWLRHQHOFXDOVH
mantengan sin diseminarse y logren la regeneración de los defectos 
periodontales, gracias a la vascularización de la zona(19).
 8QRGHORVPDWHULDOHVHQHVWXGLRHVHOTXLWRVDQRXQSROtPHUR
ELRGHJUDGDEOH\QDWXUDOSURYHQLHQWHGH ODTXLWLQD FRPSRQHQWHQDWXUDO
de la concha de crustáceos(20,21)(VXQELRPDWHULDOTXHKDGHPRVWUDGR
VHU ELRFRPSDWLEOH \ TXH QR JHQHUD XQD UHDFFLyQ LQÀDPDWRULD(20), 
FRQYLUWLpQGRVHDVtHQXQDKHUUDPLHQWD~WLOSDUD OD LQJHQLHULD WLVXODU(O
objetivo del presente estudio experimental in vitro fue determinar la 
XWLOLGDGGHODPDWUL]GHTXLWRVDQRFRPRYHKtFXORGHWUDQVSRUWHGHFpOXODV
PDGUHVGHRULJHQJLQJLYDOFRQHO¿QGHVHUXWLOL]DGDVSDUDODUHJHQHUDFLyQ
de tejido óseo.
MATERIAL Y MÉTODO
Obtención de Tejido Gingival
 La toma de muestra gingival se realizó en las dependencias 
del Centro de Salud de la Universidad de los Andes en San Bernardo 
para su posterior cultivo en el Centro de Biología y Regeneración Oral 
(CIBRO) de la Facultad de Odontología de la Universidad de los Andes.
Las muestras de tejido gingival fueron obtenidas de mucosa oral a nivel 
distal del segundo molar superior de pacientes sanos voluntarios, previa 
¿UPDGHXQFRQVHQWLPLHQWRLQIRUPDGR\DSUREDFLyQGHOFRPLWpGHpWLFD
de la Universidad de los Andes. Los pacientes recibieron anestesia local, 
previo cepillado de dientes y enjuague con colutorio de clorhexidina al 
0.12%, para luego ser extraído un trozo de tejido de aproximadamente 
[[ PP PHGLDQWH WpFQLFD DWUDXPiWLFD FRQ OD XWLOL]DFLyQ GH ELVWXUt
HVWpULO1\\VXWXUDVLPSOH
 Una vez obtenido el tejido gingival, se removió el epitelio en 
IRUPDTXLU~UJLFDFRQKRMDGHELVWXUtHVWpULOQ~PHURFSDUDOXHJRVHU
depositado en un recipiente de 5 ml con 2 ml de  medio de  cultivo completo 
HVWpULO FRPSXHVWR SRU ³ 0(0´ PH]FODGR FRQ DQWLELyWLFR 3HQLFLOLQD
(VWUHSWRPLFLQD *,%&2 ,QYLWURJHQ \ VXHUR IHWDO ERYLQR DO (22). 
Luego, la muestra de tejido gingival fue trasladada inmediatamente al 
Laboratorio para su procesamiento.  
Cultivo Celular y Obtención de Células Madres
 Una vez en el laboratorio, el tejido fue procesado de acuerdo 
a protocolos previamente establecidos en nuestro laboratorio para 
la obtención de MSCs(18). Para ello, la muestra fue lavada 7 veces en 
WXERVGHPOFRQPOGHVROXFLyQVDOLQDIRVIDWDGDEXIIHU3%6;
DQWLELyWLFR3HQLFLOLQD\(VWUHSWRPLFLQD
 Posteriormente, el explante fue cultivado en una placa de 
cultivo celular con 3 ml de medio completo e incubado a 37ºC con aire 
KXPLGL¿FDGR\GH&22(OH[SODQWHIXHUHWLUDGRGHODSODFDXQDYH]REVHUYDGRHOFUHFLPLHQWRFHOXODU(OPHGLRGHFXOWLYRIXHUHQRYDGRFDGD
GtDV/DSODFDVHPEUDGDIXHLQFXEDGDKDVWDTXHVHREVHUYyXQ
GHFRQÀXHQFLDFHOXODU/XHJRODVFpOXODVIXHURQODYDGDVFRQ3%6;\VH
sometieron a un proceso de separación de ellas del plástico con1ml de 
WULSVLQD;7ULSOH6HF*,%&2GXUDQWHPLQXWRV8QDYH]FRPSUREDGD
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3UROLIHUDFLyQGHFpOXODVPDGUHVPHVHQTXLPDOHVREWHQLGDVGHWHMLGRJLQJLYDOKXPDQRVREUHXQDPDWUL]GHTXLWRVDQRHVWXGLR in vitro
¿EUREODVWRLGH \ VX DGKHUHQFLD D OD VXSHU¿FLH SOiVWLFD GH ODV FpOXODV
REWHQLGDV$ORVQXHYHGtDVGHFXOWLYRVHREVHUYyODSUHVHQFLDGHFpOXODV
PDGUHVPHVHQTXLPDOHVFRQPRUIRORJtD¿EUREODVWLGHWtSLFD$ORVGtDV
ODV06&V DOFDQ]DURQ XQ  GH FRQÀXHQFLD FHOXODU GHPRVWUDQGR VX
capacidad de proliferación como lo muestran las Figuras 1A y 1B.
Figura 1A. &pOXODV H[SODQWH FRQ IRUPD ¿EUREODVWRLGHV DGKHUHQWHV DO SOiVWLFR
OXHJR GH  GtDV GH FXOWLYR 0LFURVFRSLR ySWLFR 0DJQL¿FDFLyQ ; Figura 1B. 
&pOXODV H[SODQWH WUR]DGR DOFDQ]DQGR XQD FRQÀXHQFLD GHO  GtD  SUHYLR D
WULSVLQL]DFLyQ0LFURVFRSLRySWLFRPDJQL¿FDFLyQ;
Ensayos de Diferenciación
 /RV HQVD\RV GH GLIHUHQFLDFLyQ GHPRVWUDURQ TXH ODV FpOXODV
REWHQLGDV IXHURQ FDSDFHV GH GLIHUHQFLDUVH D OLQDMH RVWHRJpQLFR
FRQGURJpQLFR\DGLSRJpQLFRGHPRVWUDQGRDVtODSODVWLFLGDGFHOXODUTXH
poseen las MSCs derivadas de tejido gingival (Figuras 2A, 2B y 2C, 
respectivamente).
Figura 2A.'LIHUHQFLDFLyQRVWHRJpQLFD IRFRGHGLIHUHQFLDFLyQWHxLGRGHURMRFRQ
$OL]DULQ5HG0LFURVFRStDySWLFDFRQFRQWUDVWHGHIDVHPDJQL¿FDFLyQ;Figura 
2B.'LIHUHQFLDFLyQFRQGURJpQLFDPLFURPDVDGHFpOXODVFDUWLODJLQRVDWHxLGDGHURMR
FRQ 6DIUDQLQD20LFURVFRStD ySWLFD FRQ FRQWUDVWH GH IDVHPDJQL¿FDFLyQ ;
Figura 2C.'LIHUHQFLDFLyQDGLSRJpQLFDSUHVHQFLDGHYHVtFXODVJUDVDVDO LQWHULRU
GHXQD FpOXODV WHxLGDVGH URMR FRQ2LO5HG0LFURVFRStD FRQ FRQWUDVWHGH IDVH
PDJQL¿FDFLyQ;
&DUDFWHUL]DFLyQ,QPXQRIHQRWtSLFD
 /DV 06&V IXHURQ DQDOL]DGDV PHGLDQWH FLWRPHWUtD GH ÀXMR
demostrando aproximadamente un 99% de positividad para los 
marcadores CD73, CD90 y CD105 y menos de un 3% de negatividad para 
los marcadores CD34 y CD45, disponiendo asi para los experimentos 
FRQTXLWRVDQRGH06&VFRQXQDSXUH]DGHXQ
Análisis Microscópico del Quitosano
 /XHJRGHFRUWDUXQDGHOJDGDOiPLQDGHTXLWRVDQRIXHSRVLEOH
REVHUYDU ODDUTXLWHFWXUDGH ODPDWUL]GHTXLWRVDQREDMRHOPLFURVFRSLR
ySWLFRSHVTXLVDQGRODSUHVHQFLDGHXQJUDQUDPL¿FDGRTXHGL¿FXOWDHO
paso de la luz.
 $OSHVDUJUVGHODSUHVHQWDFLyQGHTXLWRVDQR\GHMDUOD
KRUDVVXVSHQGLGDHQPOGHPHGLRFRPSOHWRVHREVHUYyTXHpVWDVH
GLVXHOYHIRUPDQGRXQJHOOtTXLGRFRQSUHVHQFLDGHEXUEXMDVTXHVHSXGR
ver tanto al ojo humano como en microscopía de luz.
 (Q FXDQWR D ODV FXUYDV GH FUHFLPLHQWR HQ UHODFLyQ D OD
FRQFHQWUDFLyQGHTXLWRVDQRVHREVHUYyTXHDPHGLGDTXHVHDXPHQWD
OD FRQFHQWUDFLRQ GH TXLWRVDQR GH  SY GH TXLWRVDQR KDFLD
DUULEDODVFpOXODVDGTXLHUHQXQDIRUPDPiVRYDODGDFRPSDUDGDFRQODV
FHOXODVGHOFRQWUROSHUGLHQGRVXPRUIRORJLD¿EUREODVWRLGH3RURWURODGR
OD SUROLIHUDFLRQ FHOXODU VH YH GLVPLQXLGD DOFDQ]DQGR XQD FRQÀXHQFLD
celular del 90% en concentraciones iguales o superiores a 0.75% (p/v) 
de material, a diferencia del control y las otras concentraciones inferiores 
TXHDOFDQ]DURQXQGHFRQÀXHQFLDFHOXODU
 (QVD\RGHGHQVLGDGFHOXODUFRQFULVWDOYLROHWDHQUHODFLyQDOD
FRQFHQWUDFLyQGHTXLWRVDQR
SUHSDUDQGRXQDVROXFLyQGHVDIUDQLQD2DOSY/DVFpOXODVIXHURQ
ODYDGDVYH]FRQ3%6;\OXHJR¿MDGDVFRQPOFP2 de etanol al 
70% v/v por 10 minutos. Se volvieron a lavar con PBS para luego agregar 
0.15 ml/ cm2 de safranina. Se esperó 5 minutos a temperatura ambiente 
y se volvió a lavar con 0.15 ml/cm2 de agua destilada. Posteriormente se 
eliminó el agua destilada y se lavó 5 veces con 0.15 ml/ cm2 de etanol 
DEVROXWR /DVFpOXODV IXHURQREVHUYDGDVDOPLFURVFRSLRGH OX]
LQYHUWLGRFRQFRQWUDVWHGHIDVH\IXHURQIRWRJUD¿DGDV
F'LIHUHQFLDFLyQ$GLSRJpQLFD6HVHPEUDURQFpOXODVHQXQDGHQVLGDG
de 25.000 cel/cm2 por pocillo en placas de 4 pocillos. Se incubó en la 
estufa a 37ºC con 5% CO2 durante un día. Al día siguiente, se observaron ODV FpOXODV DOPLFURVFRSLR ySWLFR$O DOFDQ]DU HO  GH FRQÀXHQFLD
(aproximadamente el segundo día), se agregó 500 μl de medio de 
GLIHUHQFLDFLyQ FRQ  0(0 6)%  3HQLFLOLQD \ (VWUHSWRPLFLQD DO
1%), Dexametasona (0.1 μM), Insulina (10 μg/ml), Indometacina (0.02 
mg/ml). Se realizaron dos pruebas de diferenciación con sus respectivos 
controles negativos, los cuales sólo contenían 25.000 cel/cm2 más 500 
μl de medio completo ( 0(06)%3HQLFLOLQD\(VWUHSWRPLFLQDDO
HOTXHVHFDPELyFDGDGtDV6HPDQWXYLHURQLQFXEDGDVHQHVWXID
a 37ºC con 5% de CO2 durante todo el proceso, y se realizó cambio de 
medio de diferenciación cada 4 días. Pasado 4 semanas se marcó con 
Oil Red para comprobar la diferenciación hacia adipocito. Se preparó 
XQD VROXFLyQ GH LVRSURSDQRO  YY D OD TXH VH DJUHJy 2LO 5HG 2
hasta generar una solución saturada. Luego se entibió por 20 minutos a 
&\VH¿OWUySRUXQ¿OWURGHSRURVGHPSDUDHOLPLQDUHOH[FHVR
GHFULVWDOHVGH2LO5HG2/DVFpOXODVHQ ODVSODFDV IXHURQ ODYDGDV
veces con PBS. Luego se agregó Oil Red O y se incubó por 1 hora a 
temperatura ambiente. A continuación, se lavó 2 veces con PBS y se 
REVHUYDURQ\IRWRJUD¿DURQODVFpOXODVTXHSUHVHQWDEDQJRWDVGHJUDVD
WHxLGDVGHFRORUURMRDOLQWHULRUGHHOODV
$QiOLVLVGHOD0DWUL]GH4XLWRVDQR
 a. 3DUD HO DQiOLVLV GH ODV SDUWtFXODV GH TXLWRVDQR DO
PLFURVFRSLRySWLFRVHSURFHGLyDFRUWDUFRQXQELVWXUtHVWpULOXQDOiPLQD
GHTXLWRVDQRGHPP[PP+HP&RQ ), para dejar una delgada 
lámina semitransparente. Luego, bajo microscopía óptica, se tomaron 
fotografías digitales de registro.
 b. 6HXWLOL]yXQDOiPLQDGHTXLWRVDQR+HP&RQGHPP[
mm, la cual se pesó y se colocó 0.1 gr en una placa de cultivo con 3 ml de 
PHGLRFRPSOHWRSDUDHYDOXDUVXFRPSRUWDPLHQWRHQPHGLROtTXLGR\DTXH
HOFXOWLYRFHOXODUDVtORUHTXLHUH$OFDERGHKRUDVLQFXEDGDD&\
CO2, se observó al microscopio de luz y se tomaron fotografías de registro.
Cultivo de MSCs en Presencia de Quitosano
 (O TXLWRVDQR VH GHMy GLVROYHU HQ XQD SODFD GH FXOWLYR FRQ 
ml de medio completo y se dejó por 24 horas a 37ºC y 5% de CO2. Al GtDVLJXLHQWHVHYHUL¿FyODGLVROXFLyQGHOPDWHULDO\VHFDOFXOyPHGLDQWH
diluciones la cantidad de medio necesario a sacar para obtener los 
VLJXLHQWHV SRUFHQWDMHV GH TXLWRVDQR  SY  SY  SY
0.75% (p/v), 0.5% (p/v), 0.25% (p/v), 0.2% (p/v), 0.1% (p/v) y 0.05% (p/v). 
Luego se agregó a cada pocillo 250.000 cel/cm2 en pasaje 4 y se agregó 
PHGLRIUHVFRKDVWDFRPSOHWDUO¿QDOHV6HUHVXVSHQGLyWRGRGHWDO
IRUPDTXHVHPH]FODVHHOTXLWRVDQR\ODVFpOXODVIRUPDQGRXQDVROXFLyQ
KRPRJpQHD6HUHDOL]ySDUDOHODPHQWHXQFRQWUROHOFXDOFRQWHQtD
cel/cm2 más 500 μl de medio completo. Se incubó a 37ºC y 5% de CO2. Se 
tomaron fotografías bajo microscopía óptica al día 1, 3 y 7. 
 &RQHO¿QGHHYDOXDU ODGHQVLGDGFHOXODU ODVFpOXODVPDGUHV
PHVHQTXLPDOHVVHWLxHURQFRQFULVWDOYLROHWD\VHFXDQWL¿FyODDEVRUEDQFLD
PHGLDQWHXQOHFWRUGH(/,6$DQP(QXQDSODFDGHSRFLOORVVH
realizó en paralelo el mismo experimento con concentraciones de 1% 
SY  SY  SY \  SY GH TXLWRVDQR FRQ 
cel/cm2 FRQVXVFRQWUROHV UHVSHFWLYRV$O FDERGHGtDVVHFXDQWL¿Fy
la densidad celular presente en los pocillos de la placa de 96 pocillos 
PHGLDQWHWLQFLyQFRQFULVWDOYLROHWDDOHQXQOHFWRUGH(/,6$
RESULTADOS
Cultivo Celular
 Una vez iniciado el cultivo del explante, este fue observado 
diariamente bajo microsocopia óptica para evaluar la morfología 
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*Ui¿FRUnidades de densidad óptica (D.O.) a 510 nm v/s concentración % (p/v) 
GHTXLWRVDQRHQFXOWLYRVFRQFHOFP2.
DISCUSIÓN
 La demanda por encontrar nuevas terapias para el tratamiento 
GHGHIHFWRVyVHRVHVDOWtVLPDH[LVWLHQGRDVtP~OWLSOHVWpFQLFDVFDSDFHV
de entregar una regeneración la cual no siempre resulta ser exitosa 
FRPR HV HO FDVR GH ORV LQMHUWRV TXH SUHVHQWDQ PRUELOLGDG GHO VLWLR
donante y rechazo inmunológico en algunos casos. La ingeniería tisular 
es una disciplina innovadora capaz de entregar una regeneración de 
mejor calidad con nula reacción de rechazo y sin o mínima morbilidad 
GHOVLWLRGRQDQWHGHSHQGLHQGRVL ODVFpOXODVREWHQLGDVVRQGHEDQFRR
GHOSURSLRSDFLHQWH(VWDHVWUDWHJLDVHEDVDHQFRPELQDUFpOXODVFRQXQD
matriz 3D más factores de crecimiento(24). Diversos estudios han logrado 
aislar y diferenciar MSCs a partir de diferentes tejidos en los cuales se 
incluye el ligamento periodontal(25,26,27) (Q HO DxR  VH SXEOLFy XQ
estudio de Mitrano et al, en el cual en el laboratorio de inmunología de 
OD 8QLYHUVLGDG GH ORV$QGHV VH ORJUDURQ DLVODU \ FDUDFWHUL]DU FpOXODV
PDGUHVPHVHQTXLPDOHVSURYHQLHQWHVGHOWHMLGRJLQJLYDO(18)(QHOSUHVHQWH
WUDEDMRGHLQYHVWLJDFLyQVHORJUyDLVODUFpOXODVPDGUHVPHVHQTXLPDOHVD
SDUWLUGHWHMLGRFRQMXQWLYRJLQJLYDOORTXHSXGLPRVFRPSUREDUPHGLDQWH
ORV SDUiPHWURV SURSXHVWRV SRU ³7KH ,QWHUQDWLRQDO 6RFLHW\ IRU &HOOXODU
7KHUDS\ 3RVLWLRQ 6WDWHPHQW´ TXH LQFOX\HQ 0RUIRORJtD ¿EUREODVWRLGH
Adherencia al plástico, Diferenciación al menos a tres estirpes celulares, 
Caracterización inmunofenotípica de la MSCs(23).
 (Q WRGRV QXHVWURV FXOWLYRV FHOXODUHV VH REVHUYy D SDUWLU
GHO QRYHQR GtD OD SUHVHQFLD GH FpOXODV GH PRUIRORJtD ¿EUREODVWRLGH
DGKHUHQWHV D OD SODFD FRQJUDQSRWHQFLDO GH DXWRUUHQRYDFLyQ ODV TXH
al encontrarse en pasaje 4 de cultivo fueron diferenciadas hacia linaje 
RVWHRJpQLFR FRQGURJpQLFR \ DGLSRJpQLFR HQ SUHVHQFLD GHPHGLRV GH
GLIHUHQFLDFLyQ HVSHFt¿FRV TXHGDQGR GHPRVWUDGD VX SODVWLFLGDG (Q
FXDQWRDODFDUDFWHUL]DFLyQLQPXQRIHQRWtSLFDGHODVFpOXODVHQHVWXGLR
sobre un 95% de la población expresó los marcadores CD73,CD90 y 
&'DOVHUDQDOL]DGDVSRUFLWRPHWUtDGHÀXMRVLHQGRQHJDWLYDVSDUD
&' \ &' FXPSOLHQGR OR HVWDEOHFLGR SRU 'RPLQLFL HW DO HO DxR
2006(23)3DUDTXH ODV FpOXODV DLVODGDVSXHGDQ VHU OOHYDGDVDO VLWLR HQ
FXHVWLyQHVQHFHVDULRXQPDWHULDOTXHDFW~HFRPRPHGLRGHWUDQVSRUWH
celular. Una matriz ideal debería ser absorbible y resistente a la reacción 
LQÀDPDWRULDGHOKXpVSHGFRQHO¿QGHPDQWHQHUHOHVSDFLRGHOGHIHFWR
a regenerar y así para permitir la migración celular(28) (VWXGLRV KDQ
GHPRVWUDGRTXHHOTXLWRVDQRXQSROtPHURQDWXUDOSUHVHQWDXQDH[FHOHQWH
biocompatibilidad, no es citotóxico ni presenta inmunogenicidad siendo 
un buen candidato para la reparación de defectos óseos(24)(VSRUHVWR
TXHHQQXHVWURWUDEDMRHOHJLPRVHVWXGLDUHOTXLWRVDQRFRPRPDWHULDOGH
transporte celular.
 (O DQiOLVLV XOWUD HVWUXFWXUDO GHO TXLWRVDQR HYLGHQFLy TXH OD
OiPLQD GH TXLWRVDQR VH GLVROYLy IRUPDQGR XQ JHO HQ SUHVHQFLD GH XQ
PHGLR FRPSOHWR OR TXH LQGLFDUtD TXH HO TXLWRVDQR XWLOL]DGR HQ HVWH
HVWXGLR QR HV DSWR SDUD VHU XWLOL]DGR FRPR PDWUL] \D TXH SLHUGH VX
VROLGH] HVWUXFWXUDO HQ SUHVHQFLD GH PHGLR OtTXLGR VLHQGR LQFDSD] GH
VHU XWLOL]DGR FRPR WUDQVSRUWH FHOXODU OR TXH VH H[SOLFD HQ XQ HVWXGLR
de Costa-Pinto et al, donde se evaluaron los patrones de crecimiento 
\ GLIHUHQFLDFLyQ RVWHRJpQLFD GH 06&V SURYHQLHQWHV GH PpGXOD yVHD
KXPDQDVHPEUDGDVHQXQDPDWUL]GHTXLWRVDQRFRQSROLpVWHUGHELGRD
TXHLQGLFDQTXHHOTXLWRVDQRSUHVHQWDOLPLWDGDVSURSLHGDGHVPHFiQLFDV
SRU ORTXHPDWULFHVSURGXFLGDVVyORGHTXLWRVDQRVRQPiVGLItFLOHVGH
RSWLPL]DUSDUDDSOLFDFLRQHVGH WHMLGRGXUR UHTXLULHQGRDVtFRPELQDUVH
con otro material(24).
 Los resultados obtenidos en nuestro trabajo de investigación 
FRQ OD SUHVHQWDFLyQ FRPHUFLDO TXH VH XWLOL]y GH TXLWRVDQR QR VRQ
FRPSDUDEOHVDORVUHVXOWDGRVREWHQLGRVSRUGLIHUHQWHVDXWRUHV\DTXHHQ
Figura 3. Caracterización inmunofenotípica.
Figura 4A. (VWUXFWXUD GH TXLWRVDQR DO PLFURVFRSLR ySWLFR PDJQL¿FDFLyQ;
Figura 4B.(VWUXFWXUDGHTXLWRVDQRDOPLFURVFRSLRySWLFRPDJQL¿FDFLyQ;
Figura 5A. Quitosano tras 24 horas sumergido en medio completo. Microscopía 
ySWLFDPDJQL¿FDFLyQ;Figura 5B. Quitosano tras 24 horas sumergido en medio 
FRPSOHWR0LFURVFRStDySWLFDPDJQL¿FDFLyQ;
Figura 6A.&XUYDGHFUHFLPLHQWRSYGHTXLWRVDQRFRQFHOFP2. Confluencia celular 
0LFURVFRStDySWLFDPDJQLILFDFLyQ;Figura 6B. Curva de crecimiento 0.25% (p/v) de 
TXLWRVDQRFRQFHOFP2&RQIOXHQFLDFHOXODU0LFURVFRStDySWLFDPDJQLILFDFLyQ;
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ORVHVWXGLRVDQDOL]DGRVODVPHPEUDQDVGHTXLWRVDQRIXHURQIDEULFDGDV
por los propios investigadores, como en el estudio de Seol (2004), 
GRQGHVHIDEULFDURQHVSRQMDVGHTXLWRVDQRREVHUYiQGRVHSUROLIHUDFLyQ
\ GLIHUHQFLDFLyQ GH FpOXODV PDGUHV KDFLD OLQDMH RVWHREOiVWLFR VLQ
HPEDUJR HVWH HVWXGLR QR GHVFULEH ODV FDUDFWHUtVWLFDV GHO TXLWRVDQR
XWLOL]DGRQLGHWDOODGHPDQHUDHVSHFt¿FDODIRUPDGHIDEULFDFLyQGHODV
membranas(29)(QRWURVHVWXGLRVDQDOL]DGRVHOTXLWRVDQRIXHFRPELQDGR
FRQRWURELRPDWHULDOFRPRHQHOHVWXGLRGH0RUHDX\;XGRQGH
VH HYDOXy OD SUROLIHUDFLyQ \ GLIHUHQFLDFLyQ KDFLD OLQDMH RVWHRJpQLFR GH
06&VHQPDWULFHVFRPSXHVWDVGHTXLWRVDQR\IRVIDWRGHFDOFLR(30).  
 $O XWLOL]DU GLVWLQWDV GLVROXFLRQHV GH TXLWRVDQR HQ PHGLR
FRPSOHWRSDUDUHDOL]DUODVFXUYDVGHFUHFLPLHQWRFHOXODUVHREVHUYyTXH
la proliferación celular es inversamente proporcional a la concentración 
GH TXLWRVDQR HYLGHQFLiQGRVH VLHPSUH PD\RU GHQVLGDG FHOXODU \
YLDELOLGDG HQ ORV  SRFLOORV FRQWURO OR TXH VH FRPSUREy PHGLDQWH OD
DEVRUEDQFLDGHOFULVWDOYLROHWDHQODVOHFWXUDVGH(/,6$/RVUHVXOWDGRV
obtenidos de este experimento son similares a los resultados obtenidos 
por Maeng et al (2009), donde se fabricaron microcamas con distintas 
FRQFHQWUDFLRQHVGHTXLWRVDQRPHGLDQWHHOHFWURVSUD\\VHREVHUYyTXH
HOQ~PHURGHFpOXODVDGKHULGDVGLVPLQXtDDPHGLGDTXHVHDXPHQWDEDOD
FRQFHQWUDFLyQGHTXLWRVDQR(31). 
 2WURDVSHFWR LPSRUWDQWHD FRQVLGHUDU HVTXHDPHGLGDTXH
OD FRQFHQWUDFLyQ GH TXLWRVDQR DXPHQWD HO IHQRWLSR FHOXODU VH DOWHUD
FDPELDQGR DVt VXPRUIRORJtD ¿EUREODVWRLGH D XQDPiV UHGRQGHDGD OR
TXHLQGLFDUtDXQFDPELRHQODFRQGLFLyQJHQpWLFDFHOXODUHQSUHVHQFLDGH
JUDQGHVFRQFHQWUDFLRQHVGHTXLWRVDQR
 /DE~VTXHGDGHPDWULFHVSDUDHOWUDQVSRUWHFHOXODUHQLQJHQLHUtD
WLVXODUHVXQDQHFHVLGDGFUHFLHQWH(OTXLWRVDQRKDVLGRSURSXHVWRFRPR
un adecuado medio en diversas publicaciones, sin embargo en nuestra 
LQYHVWLJDFLyQFRQIRUPHDO WLSRGHSUHVHQWDFLyQFRPHUFLDOGHTXLWRVDQR
empleada, a pesar de existir proliferación celular de MSCs proveniente 
GHWHMLGRJLQJLYDOKXPDQRDGHWHUPLQDGDVFRQFHQWUDFLRQHVGHTXLWRVDQR
VXFDSDFLGDGGHDFWXDUFRPRPHGLRGHWUDQVSRUWHFHOXODUHVGH¿FLHQWH
SXHVWRTXHVHGLVJUHJDDO FRQWDFWRFRQPHGLR OtTXLGR UHTXLULHQGRDVt
combinarse con otro material para poder ser transportado.
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 Los autores de la presente investigación declaran no presentar 
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LQYHVWLJDFLyQQLKDEHUVLGR¿QDQFLDGRVSRUQLQJXQDHPSUHVDSULYDGD
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